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RESUMO

Vasconcelos SJ. Efeito da inje¢do do biopolimero da cana-de-agUcar na prega vocal
de coelhos: estudo comparativo com a hidroxiapatita de célcio [tese]. S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2014.

A insuficiéncia glética é uma condicdo clinica caracterizada pelo fechamento
inadequado das pregas vocais durante a fonagdo ou a degluticdo. Nos casos mais
leves, os pacientes sdo geralmente encaminhados para tratamento fonoterapico. Nos
casos com sintomas mais importantes ou insucesso na fonoterapia, o tratamento
cirtrgico se faz necessario. A melhor abordagem cirdrgica para a insuficiéncia
glotica vem sendo debatida ha mais de um século. As injecdes laringoplasticas séo
procedimentos tecnicamente simples e com possibilidade de realizacdo sob regime
ambulatorial, no entanto seus resultados ndo sdo sempre previsiveis. Esses
procedimentos também trazem consigo a possibilidade de rigidez da mucosa vocal
por causa da reacdo inflamatoria ao material utilizado. Apesar do crescente interesse
por procedimentos ambulatoriais na laringologia e da popularizagdo das injecGes
laringoplasticas, € sabido que se carece de materiais de melhor qualidade para
resultados ainda mais consistentes. O surgimento do biopolimero de cana-de-agucar
(BPCA) e as pesquisas sobre seu uso em outras especialidades médicas apontaram
para a possibilidade de que o referido material possa ser adequado ao uso nas
injecOes laringoplasticas. O presente trabalho foi desenvolvido para estudar a reacéo
inflamatdria causada pela injecdo do BPCA na prega vocal de coelhos e comparar
com a reacdo causada pela hidroxiapatita de calcio (HCa). Para tal, foi procedida a
injecdo de 0,1mL HCa e BPCA na forma de gel nas pregas vocais direita e esquerda,
respectivamente, de coelhos machos adultos da raca Oryctolagus cuniculus. Os
coelhos foram divididos em dois grupos de 15, os quais foram sacrificados com 3 e
12 semanas. Apos o sacrificio, foi feita a remoc¢éo e 0 processamento do material a
ser estudado. Nos cortes histoldgicos foram avaliados os parametros de intensidade e
composicdo celular do processo inflamatdrio, neovascularizacdo, fibrogénese e
alteracdes inflamatorias na mucosa vocal. Observou-se que a HCa e o BPCA
desencadearam reacdo inflamatoria por células do grupo linfomononuclear
semelhantes em ambos os periodos analisados. A HCa desencadeou uma reacao
inflamatdria por células gigantes intensa em todas as amostras e significativamente
mais importante que o BPCA em ambos os periodos estudados. O BPCA apresentou
reacdo inflamatoria por células do grupo polimorfonucleares mais intensa do que a
HCa apenas 3 semanas apos a injecdo. Ndo houve diferenca entre as duas substancias
no que concerne a formacao de tecido fibroso no leito cirdrgico apds 3 e 12 semanas.
Houve uma maior neoformacédo vascular com a injecdo de BPCA comparado com a



HCa apds 3 semanas do procedimento. N&o houve diferenca estatistica nessa variavel
ap6s 12 semanas. Com relacdo as alteragGes inflamatorias da mucosa, ndo houve
diferenca significativa entre as substancias nos trés parametros estudados:
integridade do epitélio, infiltrado inflamatdrio e presenca de fibras coladgenas na
regido submucosa. Conclui-se que, enquanto a HCa desencadeia uma reacéo
inflamatoria mediada por células gigantes, mais intensa e duradoura, 0 BPCA
apresenta uma resposta por polimorfonucleares, assim como uma neoformagéo
vascular mais importantes apenas apds 3 semanas da injecdo. Outros estudos devem
ser realizados para avaliar o potencial do uso do BPCA no tratamento da
insuficiéncia glética.

Descritores: 1. Prega Vocal 2. Disfonia 3. Laringoplastia 4. Biopolimeros
5. Hidroxiapatita de Calcio 6. Coelhos



ABSTRACT

Vasconcelos SJ. Effect of sugarcane biopolymer injected in rabbit vocal fold:
Comparative Study with Calcium Hydroxyapatite [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2014.

The glottal insufficiency is a clinical condition featured by abnormal closure of vocal
folds during the process of phonation or deglutition. In most mild, cases patients are
usually referred to speech therapy. In those cases presenting more relevant symptoms
or failure in speech therapy, the surgical procedure is mandatory. The best surgical
approach for glottal insufficiency has been debated over the past one hundred years.
Laryngoplastic injections are technically simple procedures and possible to be
performed in an outpatient basis, however their results are not always predictable.
Such procedures may also present stiffness in the vocal mucosa due to the
inflammatory reaction to the material which has been used. Despite of the fact that
the growing interest in outpatient basis procedures in laryngology as well as the
popularization of laryngoplastic injections, it is well known the lack of better quality
materials for inducing much more consistent results. The arising of sugarcane
biopolymer (SCB) along with researches on its use in other medical specialties
demonstrated that there is a possibility for adequately using the mentioned material
in laryngoplastic injections. The present work has been developed for the purpose of
studying the inflammatory reaction which is caused by sugarcane biopolymer (SCB)
injected in rabbits vocal folds as well as comparing to that reaction caused by
calcium hydroxyapatite (HCa). For this experiment adult male rabbits from the race
Oryctolagus cuniculus have been used, thus, 0.1 ml of HCa and of SCB in gel form
were injected in their right and left vocal folds respectively. Rabbits have been
divided into two groups of 15 each which were sacrificed at 3 and 12 weeks. After
sacrifice, the vocal cords were removed and processed in order to be studied.
Parameters as intensity and cellular composition in the inflammatory process,
neovascularization, fibrogenesis as well as inflammatory alterations of vocal mucosa
have been analyzed in histological pieces. It has been observed that HCa and SCB
triggered an inflammatory reaction by lymphomononuclear group cells which are
similar in the analysis of both periods. HCa triggered an inflammatory reaction by
giant cells being intense in all of the samples and significantly more relevant as
compared to SCB in the study of both periods. SCB presented an inflammatory
reaction by polymorphonuclear group cells which was more intense as compared to
HCa in just three weeks after injection. There was no difference between the two
substances concerning the fibrous tissue building-up after three and twelve weeks.
There was a larger vascular neoformation when injecting SCB as compared to HCa



injection three weeks after procedure. There was no statistical difference in such a
variable after twelve weeks. In respect of mucosa inflammatory changes, there was
no significant difference between the substances by studying those three parameters
as follows: epithelial integrity, inflammatory infiltrate and the presence of
collagenous fibers in the submucosal region. In conclusion, while HCa triggers an
inflammatory reaction mediated by giant cells which is more intense and lasting,
SCB in its turn presents a more prevalent response by polymorphonuclear cells as
well as by a vascular neoformation just three weeks after injection. Other studies
should be done in order to evaluate the potential use of SCB in treating glottal
insufficiency.

Descriptors: 1. Vocal Cord 2. Dysphonia 3. Laryngoplasty 4. Biopolymers
5. Hydroxyapatites calcium 6. Rabbits
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1 INTRODUCAO

A insuficiéncia glética é uma condicdo frequente na otorrinolaringologia e
comum em uma série de afeccfes. Nesses casos, a coaptacdo entre as pregas vocais
se mostra ineficiente, alterando os diversos aspectos da fisiologia da laringe. Ha
prejuizo no controle de varios fatores relacionados a produgdo normal da fala, como
a pressao subglética e a formagdo da onda mucosa na prega vocal. Também pode
haver deficiéncia na protecdo das vias aereas inferiores durante a degluticdo, com
risco de aspiracdo e complicacdes, a exemplo da pneumonia aspirativa. O referido
quadro implica em prejuizo a qualidade de vida, assim como influencia

negativamente no indice de morbimortalidade desses pacientes®).

Apesar dos avangos obtidos em laringologia nas Ultimas décadas, ainda nao
se conseguiu desenvolver uma terapéutica ideal para os casos de insuficiéncia
glotica. Uma alternativa diz respeito as cirurgias de medializacdo da prega vocal por
injecdo de certos materiais em seu interior, conhecidas como injecdes
laringoplasticas (IL). Tais injecGes apresentam como vantagem a execucao facil e o
tempo cirdrgico curto. Nao ha, no entanto, um material que se mostre ideal para tal
procedimento®. Nos casos em que se opta por um procedimento de medializagdo em
longo prazo da prega vocal, os materiais disponiveis costumam desencadear reacoes
inflamatérias locais, as quais podem resultar em sequelas estruturais no epitélio e na
lamina propria da prega vocal. Em alguns casos, hd uma reducdo importante na
capacidade vibratdria do epitélio vocal, sendo esta indispensavel para emissdo de

uma voz agradavel e adequada para as fungdes cotidianas®.
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Cumpre, outrossim, mencionar que oS materiais usados correspondem a
enxertos (gordura, fascia, tecido conjuntivo areolar perifascial, etc.) e implantes
diversos™*®). Com relagéo aos enxertos, a limitacéo ¢ o indice alto de reabsorcdo em
prazos curto ou médio, com recorréncia dos sintomas. No caso dos implantes, os
fatores limitantes sdo o custo dos materiais disponiveis no mercado e a reacao

inflamatéria causada por pelos mesmos®”.

Por fim, convém reconhecer que a descoberta recente de um biopolimero
produzido a partir da cana-de-agucar abriu um campo de pesquisa importante para
cirurgias funcionais®. Com a possibilidade de atender os pré-requisitos de um
enxerto adequado para a utilizagdo em IL, o biopolimero poderia associar
complexidade técnica baixa com resultados funcionais prometedores, 0 que motivou

a realizacdo da presente pesquisa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Primério

e Auvaliar a reacdo inflamatoria induzida pela injecdo de biopolimero na

prega vocal de coelhos ap6s 3 e 12 semanas do procedimento.

2.2 Objetivo Secundario

e Comparar a reacdo causada pela injecdo de biopolimero com a reacéo
causada pela injecéo de hidroxiapatita de calcio (Radiesse®), em cada

etapa.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Fisiologia laringea e Insuficiéncia glotica

A laringe desempenha fungdes importantes para o ser humano, e é oportuno
destacar a necessidade de atender a alguns requisitos para seu funcionamento
adequado, tais como a inervacgdo preservada, a boa funcdo muscular e a integridade
estrutural da prega vocal e de suas camadas. Como resultado, € possivel controlar a
posicao e o ténus das pregas vocais, algo indispensavel para garantir um fechamento

adequado ao nivel da glote®?.

Segundo Giraldez-Rodriguez e Johns', a insuficiéncia glética é a condicio
caracterizada pela ndo coaptacéo adequada das pregas vocais durante a fonacdo ou a
degluticdo, o que pode alterar uma série de fungBes primordiais da laringe. Como
consequéncia, 0 paciente pode apresentar transtornos como disfonia e disfagia, além
das condi¢cdes de comorbidade e mortalidade a elas associadas. A insuficiéncia
glotica ndo é uma afeccdo em si, mas uma condicdo comum a uma séria de doencas
laringeas ou sistémicas. Dentre as mais comuns, destacam-se as paralisias de uma ou
de ambas as pregas vocais (secundarias ou idiopaticas), as sequelas de cirurgias da
laringe, condi¢cdes neuroldgicas diversas, além do efeito da idade sobre esse 6rgéo,

também conhecida como presbilaringe™**?.
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3.2 Tratamento da insuficiéncia glética

Dentre os possiveis tratamentos da insuficiéncia glética Misono e Merati®")
citam duas modalidades principais. Nos casos com sintomas vocais mais leves e sem
risco significativamente alto de aspiracdo de alimentos, é indicado o tratamento
fonoterapico, com grau de evidéncia baixo em relagdo a sua efetividade. E nos casos
mais graves, ou ndo responsivos ao tratamento fonoterdpico, que se indica o
tratamento cirurgico, cujos resultados positivos apresentam maior grau de evidéncia.
Para esse tipo de paciente, os autores citam dois tipos principais de abordagens para
o tratamento da insuficiéncia glética, quais sejam, as cirurgias do arcabouco
laringeos e as injecGes laringoplasticas.

As cirurgias do arcabouco laringeo foram inicialmente descritas hd quase um

século por Payr

, que utilizou um flap de cartilagem pressionada medialmente a
partir de uma janela na cartilagem tireoide. Desenvolvida em uma época anterior ao
uso de antibidticos e corticosteroides, a técnica foi abandonada pelo seu indice
elevado de complicacdes™. As técnicas de cirurgia do arcabouco laringeo foram
reintroduzidas na pratica médica e modificadas ha quatro décadas por Isshiki et
al.*"). Nessa ocasido, os autores propuseram a tireoplastia tipo 1 para o tratamento da
insuficiéncia glotica. Nela, o cirurgido provocaria o deslocamento medial da prega
vocal mediante pressdo exercida sobre uma janela na lamina da cartilagem tiredidea
do lado afetado. A tireoplastia tipo 1 tem como vantagem a possibilidade de ajuste do
grau de medializacdo da prega vocal durante o transoperatorio, além da possibilidade

de realizacdo do procedimento com anestesia local*®.
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Considerada como padrdo-ouro para a correcdo de insuficiéncia glotica por
algumas escolas de laringologia, a tireoplastia tipo 1 de Isshiki *® também merece
ressalvas. A taxa de complicagOes nesse tipo de cirurgia, apesar de baixa, ndo chega
a ser inexpressiva. Young et al.*® realizaram um levantamento com mais de seis mil
otorrinolaringologistas nos EUA, computando dados sobre tireoplastias tipo 1
realizadas nos Gltimos 10 anos pelos entrevistados. Os autores contabilizaram uma
taxa de 0,8% de extrusdo de implante, além de complicacdes como infeccBes de
ferida operatoria, abertura inadvertida da via aérea, fistula e tecido de granulagdo em

2,2% dos casos. A taxa de procedimentos revisionais foi de 6%.

Como exposto, trata-se de procedimento laborioso, o qual requer consideravel
habilidade e experiéncia por parte do cirurgido, para aperfeicoar os resultados e
diminuir o indice de complicagdes. Ainda, no trabalho de Young et al.*® o indice de
complicacbes € expressivamente reduzido, quando a quantidade de tireoplastias
tipo 1, realizadas pelos cirurgides ao longo de sua carreira, excede um total de 30
procedimentos. Segundo o0s autores, a quantidade de complicacbes era
significativamente maior para cirurgides que realizavam menos de trés

procedimentos por ano.

A tireoplastia tipo 1, mesmo sendo feita sob anestesia local, demanda uma
incisdo cervical de aproximadamente 5cm, o que, por si sO, ja traz alguns
inconvenientes, a exemplo da questdo estética envolvida, tdo em moda atualmente.
Mesmo discreta, uma cicatriz na regido cervical anterior pode ser algo indesejavel
para muitas pessoas. 1sso tem motivado cirurgifes de cabeca e pesco¢o a buscarem
abordagens diferentes para as cirurgias de tireoide, as quais tem um acesso bem

parecido com o utilizado na tireoplastia®®. Algumas comorbidades podem
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inviabilizar o procedimento ou aumentar o risco de complicagcdes. Em revisdo de
literatura, Tibbs®? destaca o efeito deletério da radioterapia na cicatrizacdo de
feridas cirdrgicas de pele. Guo e DiPietro®” citam a quimioterapia como um fator
importante de alteracdo na fisiologia da cicatrizacdo de feridas cirdrgicas. Segundo
0S autores, a quimioterapia aumenta a chance de complicacbes em cirurgias que

demandem incisdo cutanea, a exemplo das tireoplastias.

A segunda opcdao de tratamento cirdrgico para a insuficiéncia glética refere-se
as medializacbes de uma ou ambas as pregas vocais, por meio de injecdes de
materiais, organicos ou ndo. A IL para o tratamento da insuficiéncia glotica foi
preconizada inicialmente por Bruning hd mais de 100 anos, como citam Misono e
Merati™”, quando foi utilizada parafina em um paciente com paralisia unilateral de
prega vocal. Sob o ponto de vista técnico, o procedimento é bem mais simples,
rapido e menos invasivo que a tireoplastia. Como descrevem Rosen e Mallur®, ndo
ha incisdo, mas apenas a introducdo de uma agulha de calibre médio no pescogo do
paciente ou atraves da cavidade oral. Essa injecdo pode ser feita sob anestesia local e
em carater ambulatorial. Como ponto negativo destaca-se o ajuste mais dificil do
grau de medializacdo da prega vocal durante a realizacdo do procedimento, se
comparado com a tireoplastia tipo 1. Uma vez injetado o material, ndo se consegue
retira-lo sem uma abordagem cirdrgica diversa. Segundo os autores, ndo ha
contraindicacdo para a realizacdo da IL, mesmo apés radioterapia ou na vigéncia de
anticoagulacdo ou quimioterapia, embora no primeiro caso o procedimento possa ser

tecnicamente mais dificil.

Outra desvantagem na IL diz respeito ao material a ser utilizado para a

injecdo, 0 que merece uma analise a parte.
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3.3 Materiais usados na IL

A parafina pode ter sido o primeiro material utilizado nas laringoplastias,
porém foi gradativamente abandonada até o surgimento de novas substancias,
possivelmente biocompativeis™”. Segundo Rosen et al.??, a substancia ideal para
tais procedimentos tem as caracteristicas seguintes: biologicamente inerte, ser
disponivel em uma forma pronta para o uso, ndo apresentar risco de transmissao de
doencas infecciosas, boa interacdo reoldgica com o tecido receptor e ser disponivel

para o uso em uma agulha com calibre ndo muito grosso.

Os materiais podem ser classificados de formas diversas, porém a
classificagdo mais importante diz respeito ao tempo de permanéncia dos mesmos na
prega vocal, por ter influéncia na pratica clinica. King e Simpson” pontuam a
importancia do prognostico da insuficiéncia glotica na escolha do material para a IL.
Nos casos em que se deseja um ganho ndo permanente, a injecdo de um material de
acdo por tempo reduzido é especialmente atraente. Um exemplo citado pelos autores
diz respeito aos casos de paralisia unilateral de laringe com inicio recente. Materiais
reabsorviveis em no maximo seis meses, citados no artigo, e ja utilizados em alguns
paises sdo o acido hialurdnico, o colageno humano, o colageno bovino e o gelfoam.
Nos casos em que o evento que levou a insuficiéncia glotica é de carater permanente

busca-se uma terapéutica capaz de trazer resultados em longo prazo.

No que diz respeito as IL, dispde-se de alguns poucos materiais que
possibilitam uma medializacdo em longo prazo. A gordura vem sendo usada com a
vantagem de ser um enxerto autélogo e de baixo custo; no entanto, sua duracdo e

resultados sdo pouco previsiveis®. Outrora era muito utilizado o Teflon®, que vem
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caindo em desuso por conta de seu risco de formagédo de granulomas e pela rigidez
que causa no tecido injetado, o que traz ao paciente uma perda importante da

qualidade vocal®@®2.

3.4 Hidroxiapatita de célcio nas IL

Um novo material vem sendo utilizado para medializagdo de pregas vocais na
ultima década. Feito a partir de microesferas de hidroxiapatita de calcio (HCa) com
25um a 45um de didmetro, suspensas em um gel aquoso com glicerina e
carbometilcelulose (Radiesse®), que foi inicialmente descrito por Rosen e Thekdi®®®
para tratamento da insuficiéncia glotica. Nesse trabalho, os autores referem melhora
no indice que permite avaliar a percepcéo dos cinco pacientes sobre sua propria voz,
apos terem sido submetidos a IL com HCa e acompanhados até o fim da pesquisa.
Em quatro desses pacientes houve melhora significativa nos padrdes aerodindmicos
da voz. No acompanhamento de seis meses ap0s a injecdo, ndo houve casos de

migracdo do material, deterioracdo dos resultados obtidos ou reducdo da onda

mucosa.

Outros trabalhos publicados desde entdo mostraram ndo s6 bons resultados
funcionais com a aplicacdo desse material, como também indices relativamente
baixos de complicagdo. Belafsky e Postma®® estudaram 23 pacientes submetidos a
IL com HCa. Foi observada melhora no indice que permite avaliar a percepcdo do
paciente sobre sua prépria voz (Voice Handicap Index - VHI) em todos os individuos

submetidos a IL com HCa, para tratamento de insuficiéncia glética. No estudo, os
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autores ndo referiram reacdo adversa, sinais de rigidez ou inflamagdo nas pregas

vocais injetadas.

Em um estudo multicéntrico e prospectivo com 68 pacientes, Rosen et al.?

observaram melhora significativa nos parametros vocais e videoestroboscépicos em
pacientes submetidos a IL com HCa. Nenhuma complicagdo maior como
insuficiéncia respiratoria aguda foi anotada. Em 12% dos pacientes, no entanto, foi

necessaria uma nova intervencao para tratamento da insuficiéncia glotica.

Resultados apresentados por Woo et al.*” também se mostraram positivos
mesmo quando foram comparadas duas técnicas diferentes de IL com HCa: a inje¢éo
entre as cartilagens cricoide e tireoide; e, a injecdo entre a cartilagem tireoide e o
0sso hioide. Nesse trabalho, tanto os parametros objetivos quanto os subjetivos,
relativos a andlise vocal dos pacientes, mostraram uma significativa melhora com

ambas as técnicas.

Ha alguns questionamentos no que concerne ao uso de tal material na préatica
clinica, mesmo apresentando os pontos positivos ja citados. Pesa contra a HCa o fato
dela apresentar indice de rigidez e viscosidade altos em relacdo a outros materiais
injetaveis, como mostram Kimura et al.®®. Tal caracteristica faz com que sua injecdo
acidental em locais muito proximos a mucosa vocal possa resultar em alteracdo das

propriedades fisicas do espago de Reinke e da mucosa vocal.

As complicacBes decorrentes do uso da HCa em IL, mesmo infrequentes,
podem ser bastante danosas a qualidade vocal dos pacientes. DeFatta, Chowdhury e
Sataloff® descrevem complicacbes em 16 pacientes submetidos a IL com HCa.

Migracdo indesejada do material injetado, formacgédo de tecido de granulagéo no sitio



Revisdo da Literatura 14

cirtrgico e dano irreversivel a onda mucosa na prega vocal, foram algumas das
complicacBes descritas no artigo. Foi necessaria a realizacdo de cordotomia lateral
para remoc¢do da HCa injetada em seis pacientes, com melhora da onda mucosa em

cinco desses pacientes.

3.5 Biopolimero de cana-de-agUcar

Os polimeros baseados em carboidratos tém sido estudados ha mais de 80
anos e originaram materiais usados em diversas areas da industria. Desde o principio,
tais polimeros mostram caracteristicas que 0s tornam particularmente promissores
para 0 uso em medicina, especialmente pelo fato de serem biodegradaveis e

biocompativeis®®?.

Um heteropolissacarideo extracelular foi obtido mediante sintese bacteriana
(Zoogloea sp.), a partir do melaco de cana-de-acUcar na estacdo experimental de
cana-de-agcucar de Carpina, divisdo de industria da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). A identificacdo do microrganismo produtor do polissacarideo
foi feita no Instituto de Antibidticos da UFPE. Apds sua producdo, o referido
polissacarideo foi hidrolisado em duas fases, uma delas feita com o &cido
trifluoroacético, que resultou em 88% de material solivel, conhecida como fase a
frio. Uma segunda fase, ou fase a quente, resultou em 100% de hidrdlise do material
e 0s componentes foram expressos com respectivas concentragdes que somam 100%,

0 que demonstra a pureza do produto. Os monossacarideos principais presentes na
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fracdo sollvel foram: glicose (87,6%), xilose (8,6%), ribose (1,7%), 4cido

glicurdnico (0,8%), manose (0,8%), arabinose (0,4%) e galactose (0,1%)®.

O biopolimero de cana-de-agucar (BPCA) foi utilizado pela primeira vez,
vislumbrando o uso em medicina, para a cicatrizacdo de feridas de animais tratados
no hospital veterinrio da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os autores
consideraram que, nos animais cujas feridas receberam um filme de BPCA, houve
aumento do tecido de granulagdo, além de reducdo na secrecdo da ferida e no tempo
de cicatrizagdo. Em virtude dos achados, os autores sugeriram que o BPCA contribui

para o processo cicatricial, podendo ser utilizado em feridas cutaneas de animais®?.

O BPCA tem sido avaliado ndo s6 quanto a sua viabilidade, mas também
como alternativa aos materiais ja consagrados pela pratica clinica. Em um estudo
com ratas, Lucena et al.®? avaliaram a utilizagdo de BPCA na confeccdo de um
dispositivo de suporte para o tratamento de incontinéncia urinaria, em comparagéo
com tela de prolene™. Os achados mostraram que além de ser um material estavel e
de facil manipulacdo, o BPCA apresentou reacdo tissular minima e incorporagédo

adequada ao hospedeiro.

Lima et al.®® compararam o BPCA com o polipropileno na confeccdo de
telas para correcdo de defeitos da parede abdominal, em um estudo realizado com
ratos. Os autores ndo observaram diferencas significativas entre os dois materiais no
que diz respeito a aderéncia, a incorporacdo do material utilizado e aos indices de

infeccdo.



Revisdo da Literatura 16

O BCPA ja foi estudado também em otorrinolaringologia. Uma membrana
feita com esse material foi testada como enxerto livre no reparo de perfuracdes na
membrana timpénica de roedores da espécie Chinchilla laniger. Os resultados
obtidos foram comparados com igual procedimento ao utilizar como enxerto livre a
fascia autdloga, a qual é amplamente aplicada na pratica clinica. Os resultados
mostraram ndo haver reducgdo da taxa de sucesso no tratamento das perfuragdes de
membrana timpénica, quando utilizada membrana de BPCA em Chinchilla

laniger®®.

No campo da neurocirurgia o BPCA foi estudado como substituto da dura-
mater. Em tese defendida em 2008, Lima®" comparou uma tela de BPCA com uma
tela a base de mondmeros de tetrafluoroetileno no reparo de defeitos da dura-mater.
O pesquisador ndo apenas sugeriu que o biopolimero pode ser utilizado como
material para reconstrucdo da dura-mater em ratos, como observou algo muito
interessante: 0 BPCA ndo é somente reabsorvido, mas também substituido por tecido
conjuntivo no leito receptor do enxerto. Isso pode garantir a manutencdo do efeito de
massa do enxerto no local, algo bastante desejado em algumas circunstancias em

medicina.

O BPCA também foi desenvolvido na forma gel, bastante atraente ao uso para
correcdo da incompeténcia glética. Em experimento recente utilizando coelhos,
Cordeiro-Barbosa et al.®® estudaram o uso desse composto em gel, no tratamento da
evisceracdo ocular. As cavidades esclerocorneais removidas foram preenchidas com
gel de BPCA esterilizado por radiacdo gama. N&o houve casos de infec¢do ou sinais

de necrose e liquefacdo. Foi observado que a partir do trigésimo dia surgiram sinais
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de reabsorcdo do BPCA, associada a proliferacdo vascular e deposicdo de coladgeno
no local implantado em todos os espécimes estudados, o que reforca a ideia da

substituicdo do BPCA por tecido conjuntivo.

Em estudo publicado recentemente, Ledo et al.®® avaliaram a reacéo
inflamatoria desencadeada pela injecdo do BPCA em pregas vocais de coelhos e a
compararam com a resposta decorrente do mesmo procedimento usando Soro
fisiologico. Apds avaliarem o infiltrado inflamatdrio, a presenca do material nas
pregas vocais injetadas e a presenca de fibrose e de neoformacao vascular apds trés e
doze semanas, 0s autores concluiram que os resultados foram promissores para 0 uso
de BPCA em IL. Cumpre salientar que o referido estudo ndo analisou a integridade

da mucosa vocal.

3.6 Resultados obtidos com a IL e com as tireoplastias

Encontram-se na literatura trabalhos que comparam os resultados funcionais
obtidos por duas abordagens cirurgicas para o tratamento da insuficiéncia glotica.
Quando comparados os resultados obtidos por injecdo de gordura na prega vocal com
os resultados obtidos com tireoplastias tipo 1, Umeno et al.®” n3o encontraram
diferencas significativas entre as duas abordagens. Pelo fato da laringoplastia com
injecdo de gordura ser usualmente feita em centro cirdrgico e sob anestesia geral,
aléem de ter uma taxa de absorcdo pouco previsivel, ela ndo costuma ser um

procedimento padréo-ouro para essa finalidade'”.
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A HCa injetavel, como material para tratamento de insuficiéncia gldtica de
longa duragdo (>12 meses), ja foi comparada com a tireoplastia tipo 1 de Isshiki®®,
quanto aos resultados funcionais das duas técnicas. Em uma metanalise publicada
recentemente, Shen et al.®® compararam os ganhos obtidos em um indice que pontua
a voz do paciente segundo a sua qualidade e funcionalidade VHI apds cada
procedimento. Outro parametro estudado foi a variagdo no tempo fonatério maximo.
Segundo o estudo, os resultados obtidos com tireoplastia tipo 1 sem rotacdo de

aritendide ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas com aqueles

obtidos pela IL com HCa para os parametros citados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do estudo

A criagdo e o confinamento dos animais foram realizados no biotério da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife. Os procedimentos cirtrgicos
foram realizados no Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE, Recife. A analise
histoldgica das pecas foi realizada no Departamento de Anatomia Patologica da

referida universidade.

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica da UFPE e da USP (Apéndices

le?2).

4.2 Tipo do estudo

Trata-se de um estudo experimental exploratorio e analitico, com amostras

pareadas.

4.3 Selecdo e confinamento dos animais

Foram utilizados 30 coelhos da espécie Oryctolagus cuniculus, adultos
jovens, do género masculino, massa corporal minima 2,5kg, bom estado nutricional,

provenientes do biotério da UFPE, Recife.
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Os animais foram mantidos no Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE
segundo as normas éticas de cuidados com os animais de laborat6rio. Os coelhos
permaneceram em gaiolas individuais, com livre acesso a agua e a racdo comercial
padronizada, ndo necessitando de jejum pré-operatorio. O protocolo foi realizado de
acordo com as normas da comissao de ética do Nucleo de Cirurgia Experimental da

UFPE.

4.4 Técnica cirurgica

Os procedimentos de injecdo de BPCA e de HCa foram realizados sob
anestesia geral, com o animal fixado na mesa cirurgica. Antes do procedimento
cirtrgico foi determinada a massa corporal dos animais e foram identificados. O
procedimento anestesico foi feito com solucdo anestésica composta de cloridrato de
cetamina (5mg/100g de massa do animal) associado ao cloridrato de xilazina
(2mg/100g de massa do animal). Dez minutos antes do inicio da anestesia, foi
aplicado sulfato de atropina por via intramuscular (0,44mg/kg). O animal foi mantido
sob insuflacdo de oxigénio (0,5mL/min) administrado por meio de mascara, durante o
preparo, e logo apds a execucdo do procedimento. Foi considerado anestesiado o

animal com respiracao regular e com auséncia de reflexos a estimulos.

Uma vez anestesiado, o coelho foi colocado na posicao de decubito dorsal. A
laringoscopia direta foi realizada por introducdo de um espéculo nasal autostéatico,
com lamina de 70mm, marca Ferrari, para cirurgia de hipofise. A iluminacdo da

laringe, através do espéculo, foi feita por fot6foro frontal com fonte de luz alégena.
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As pregas vocais dos coelhos foram visualizadas com auxilio do especulo
nasal. Na ocasido, o animal respirava de modo espontédneo, sem necessidade de
intubagdo orotraqueal. A disposicdo, havia duas seringas de 1mL conectadas a uma
agulha de raqui nimero 25, as quais continham HCa (Radiesse®) em uma e BPCA
em gel (hidrogel de polissacarideo a 1%) previamente esterilizado por radiacdo
gama, em outra. Por visualizacéo direta foi feita a injecdo de 0,1mL HCa sempre nas
pregas vocais direitas, bem como de 0,1mL do gel de BPCA nas pregas vocais
esquerdas dos espécimes. Todas as aplicagcbes nas pregas vocais dos coelhos eram

feitas na topografia correspondente a indicada para IL com HCa nos humanos.

No que tange ao grau de dificuldade, ndo se notou diferenca entre a aplicacédo
nas pregas vocais, direita e esquerda, importando salientar que o lado injetado
primeiramente variava entre os coelhos. Se em um coelho o lado inicialmente
injetado era o direito, no coelho seguinte iniciava-se pelo lado esquerdo. A ordem
dos coelhos submetidos ao procedimento foi randomizada pela médica veterinaria

que assistia ao experimento, sem participacéo do pesquisador.

Logo apds a injecdo, os coelhos foram mantidos em confinamento no biotério
do nucleo de cirurgia experimental da UFPE e, em seguida, aleatoriamente divididos
em dois grupos. No Grupo 1, o sacrificio dos animais e a coleta do material foram
realizados 3 semanas apds a injecdo; no Grupo 2, por seu turno, 0S mMesMos

procedimentos foram realizados 12 semanas ap6s a injecéo.

Em ambos os grupos, a eutanasia dos animais foi realizada mediante
administracdo, por via intracardiaca de dose letal de tiopental sddico, na dose de

150mg/kg. S6 ap6s o Obito do animal, atestado pela médica veterindria que
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acompanhava o procedimento, foi iniciada a coleta do material. Foi feita a tricotomia
na regido cervical anterior do coelho e, em seguida, uma incisdo cervical vertical,
com disseccdo por planos até a realizacdo de laringectomia total no coelho (Figura
1). A laringe removida do coelho foi lavada com soro fisiolégico e colocada em

formol tamponado, e encaminhada para o preparo e estudo histolégico.

| T

Figura 1 - Coelho apés o sacrificio e a laringectomia total.

4.5 Preparacao para o estudo histoldgico

A laringe removida permaneceu em formol tamponado por 48 horas. Apds
esse tempo a peca foi lavada com soro fisioldgico e, em seguida, seccionada na linha

média em duas hemilaringes simétricas (Figura 2). Cada hemilaringe foi seccionada
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horizontalmente 3mm abaixo e 3mm acima das pregas vocais, e apenas o fragmento
que continha as pregas vocais foi utilizado (Figura 3). Cada peca, que continha uma

prega vocal foi individualizada e seguiu para fixagao.

Figura 2 - Peca da laringectomia dividida em duas hemilaringes simétricas.
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Figura 3 - Cada hemilaringe foi seccionada de forma a conter a prega vocal e tecido 3mm acima e
abaixo dela.

4.6 Confeccdo das laminas para o estudo histoldgico

Uma vez preparada e identificada cada prega vocal, iniciou-se o processo de
confeccdo das laminas para o estudo histologico. Cada peca anatémica foi lavada em

agua destilada, no minimo 10 vezes, para remocdo de todo o formol tamponado.

Depois de lavadas diversas vezes, as pecas foram submetidas a um processo
de desidratacdo com alcool etilico em concentracGes crescentes de 70%, 80%, 90% e
100%. Em seguida, foi realizada a diafanizagcdo com solucdo de alcool xilol 50%, em
temperatura ambiente, por um periodo de 25min. O mesmo processo foi entdo
repetido, s6 que com solucgdo de &lcool xilol 100%. Ap6s embrocacdo em parafina as

amostras seguiram para a microtomia.



Material e Métodos 26

As pregas vocais nas quais foi injetado o BPCA seguiram para a microtomia
com micrétomo e ldmina tradicionais. Nas pregas vocais, nas quais foi injetada a
HCa a microtomia foi feita com micrétomo da marca Leika com ldmina de diamante.
Apds apropriadamente preparadas, as laminas elas foram coradas com as coloragoes

de hematoxilina e eosina, bem como tricromo de Masson.

4.7 Estudo histoldgico

A avaliagdo das laminas foi realizada no Departamento de Anatomia
Patoldgica da Universidade Federal de Pernambuco, Recife. Foram avaliados os
parametros de intensidade e infiltrado inflamatorio da reacdo, presenca de
neovascularizagdo, presenca de fibrose e presenca de alteracdes inflamatorias na

mucosa vocal.

Quanto ao infiltrado inflamatorio na reacdo desencadeada pela injecéo, foi
pesquisada a presenca dos tipos celulares seguintes: linfomononucleares, células
gigantes e polimorfonucleares. A mucosa vocal foi avaliada sob trés aspectos: a
integridade do epitélio; o infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo subepitelial
(corion); e, a presenca de fibras coldgenas na porcdo subepitelial da mucosa. Esses
pardmetros da mucosa serdo descritos respectivamente como: mucosa-revestimento;

mucosa-inflamacao; e, mucosa-fibrose.
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As variaveis histoldgicas foram classificadas da forma seguinte:

1) Infiltrado inflamatdrio linfomononuclear (LMN):
Score 0: Ausente;
Score 1: Leve: < 10% da &rea ocupada por células inflamatérias;
Score 2: Moderado: 11-50% da area ocupada por células Inflamatorias;
Score 3: Intenso: >50% da area ocupada por células inflamatdrias.
2) Células Gigantes (CG):
Score 0: Ausente;
Score 1: Leve: <10% da area ocupada por células inflamatorias;
Score 2: Moderado: 11-50% da area ocupada por células inflamatorias;
Score 3: Intenso: >50% da area ocupada por células inflamatorias.
3) Infiltrado inflamatorio polimorfonuclear (PMN):
Score 0: Ausente;
Score 1: Leve: <10% da area ocupada por células inflamatorias;
Score 2: Moderado: 11-50% da area ocupada por células Inflamatérias;
Score 3: Intenso: >50% da area ocupada por células inflamatorias.
4) Fibrose:
Score 0: Ausente;
Score 1: Discreta: raras fibras em até 10% da area;
Score 2: Moderada: fibras dispersas, jovens ndo modeladas entre 10% e 75%;
Score 3: Intensa: fibras maduras, modeladas,75 a 100%.
5) Angiogénese:
Score 0: Ausente;

Score 1: Leve;
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Score 2: Moderado;
Score 3: Intenso.
6) Mucosa — Revestimento:
Score 0: Normal;
Score 1: Agressao inflamatéria (presenca de células inflamatdrias permeando o
epitélio, mas sem solucdo de continuidade);
Score 2: Erosdo;
Score 3: Ulceragéo.
7) Mucosa — Inflamacéo:
Score 0: Ausente;
Score 1: Leve: <10% da area ocupada por células inflamatérias;
Score 2: Moderado: 11-50% da area ocupada por células Inflamatorias;
Score 3: Intenso: >50% da area ocupada por células inflamatorias.
8) Mucosa — Fibrose:
Score 0: Ausente;
Score 1: Discreta, raras fibras em até 10% da area;
Score 2: Moderada, fibras dispersas, jovens ndo modeladas entre 10% e 75%;

Score 3: Intensa, fibras maduras, modeladas,75 a 100%.

4.8 Metodologia estatistica

Para andlise estatistica dos dados obtidos com relagcdo a diferenca entre as

frequéncias de HCa e BPCA encontradas apés trés e doze semanas, foi utilizado o
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teste exato de Fisher. Para analise dos dados referentes ao estudo histologico, foi

utilizado o teste de Wilcoxon.

Foi considerado como valor de significancia 5% (p<0,05).



5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 Presenca de HCa ou BPCA nas pregas vocais dos coelhos

De um total de 30 coelhos, 15 foram sacrificados trés semanas apés a injecdo
dos materiais e 0s demais, doze semanas apos a inje¢do. Isso gerou um total de 15
laringes em ambos os grupos. Cada prega vocal direita foi avaliada quanto a presenca
da HCa, na mesma ocasido, cada prega vocal esquerda foi avaliada quanto a presenca
do BPCA. As pregas vocais nas quais 0 material injetado ndo foi encontrado, apos 3

ou 12 semanas, foram excluidas do estudo.

A Tabela 1 mostra em quantas pregas vocais foi encontrado cada material
injetado ap6s 3 e 12 semanas, totalizando 15 laringes submetidas ao procedimento
para cada periodo. N&o houve diferenca na quantidade de pregas vocais que
continham HCa ap6s 3 e 12 semanas (p=1). Houve uma reducdo da quantidade de
pregas vocais que continham BPCA no grupo em que a analise foi feita apds 12
semanas, quando comparado ao grupo estudo com 3 semanas. No entanto, essa

diferenca ndo foi significativa (p=0,427).

Tabela 1 - Presenca de material injetado na ocasido do sacrificio, no grupo de

coelhos estudados 3 e 12 semanas ap0s a injecao.

. . , . Teste exato de
Variavel analisada Apos 3semanas | Apo6s 12 semanas

Fisher
HCa 13 13 1,0
BPCA 12 09 0,427

HCa = hidroxiapatita de célcio; BPCA = biopolimero de cana-de-agucar
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5.2 Achados histol6gicos e Comparacdo entre 0s grupos

5.2.1 Infiltrado inflamatorio

O resultado das andlises histolégicas realizadas apenas nas pregas vocais nas
quais foram encontrados HCa ou BPCA foi descrito apés 3 e 12 semanas. Foi
comparado o infiltrado inflamatdrio da reposta causada pela injecdo de cada material,
inicialmente apds 3 semanas da injecdo (Tabela 2) e, posteriormente, apds 12

semanas da injecao (Tabela 3).

Tabela 2 - Infiltrado inflamatdrio da reacdo ao material injetado, 3 semanas apds a

injecdo.
. . Variavel Apos 3 semanas Teste
Variavel analisada histologica HCa BPCA Wilcoxon
n=13 n=12
0 1 0
Infiltrado inflamatorio - LMN 1 10 8 0,7768
2 2 4
1 0 2
Infiltrado inflamatério — CG 2 0 3 0,0211
3 13 7
0 13 6
Infiltrado inflamatério — PMN 1 0 4 0,0305
2 0 2

HCa = hidroxiapatita de calcio; BPCA = biopolimero de cana-de-aglcar; n = quantidade de pregas
vocais; LMN = linfomononuclear; CG = células gigantes; PMN = polimorfonuclear; 0 = ausente; 1 =
leve; 2 = moderada; 3 = intensa;
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Tabela 3 - Infiltrado inflamatorio da reacdo ao material injetado 12 semanas apos a

injecéo.

Variavel Apds 12 semanas Test
Variavel analisada varlave HCa BPCA ; este
histolégica Wilcoxon
n=13 n=9
0 1 0
Infiltrado inflamatério - LMN 1 9 7 0,2402
2 3 2
1 0 1
Infiltrado inflamatério — CG 2 0 4 0,008
3 13 4
. . L. 0 13 7
Infiltrado inflamatério — PMN L 0 ) 0,3458

HCa = hidroxiapatita de calcio; BPCA = biopolimero de cana-de-aglcar; n = quantidade de pregas
vocais; 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderada; 3 = intensa; LMN = linfomononuclear; CG = células
gigantes; PMN = polimorfonuclear

Apos 3 e 12 semanas a reacdo induzida por células do grupo
linfomononuclear foi predominantemente leve a moderada nas pregas vocais que
receberam HCa. Apo0s cada intervalo, havia um coelho que ndo desenvolveu qualquer
reacdo por esse tipo celular. J& nas pregas vocais que receberam BPCA, a reacédo
celular foi sempre leve ou moderada nos dois periodos estudados. Ndo houve
diferenca significativa entre as duas substancias apos 3 semanas (p=0,7768) e ap0s

12 semanas do procedimento (p=0,2402) para esse parametro.

A reacdo inflamatoria induzida por aplicacdo de HCa nas pregas vocais dos
coelhos apresentou um componente de células gigantes, significativamente mais
exuberante (Figura 4), quando comparado com a reacdo ao BPCA. Esse fato pode ser

observado apds 3 semanas (p=0,0211) e 12 semanas (p=0,008).
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Figura 4 - Corte histologico transversal da prega vocal injetada por HCa, apds 3 semanas do
procedimento. Observam-se células gigantes multinucleadas (seta) envolvendo o
material injetado (aumento: 400x).

Com relacdo ao BPCA, a reacdo inflamatéria mostrou um componente
baseado em células do tipo polimorfonucleares, mais importante quando comparado
a HCa apenas 3 semanas apds o procedimento (p=0,0305). Apds 12 semanas, ndo
houve diferenca no pardmetro citado (p=0,3458). Nas duas situacdes, a reacéo
inflamatoria ocorreu principalmente por causa da presenca de eosinofilos, e foram

raros os neutrofilos presentes nas pecas (Figura 5).



Resultados 35

Y

u)

03 ABPCA 1
T QA AL

Figura 5 - Corte histologico transversal da prega vocal injetada por BPCA, ap6s 3 semanas do
procedimento. Observa-se o infiltrado inflamatério predominante por células do tipo
PMN, especialmente eosinéfilos (seta preta). Nota-se também a presenca de
neoformacéo vascular dentro do material injetado (seta branca) (aumento: 400x).

5.2.2 Presenca de fibrose e de angiogénese

A presenga de fibrose no leito da injecdo foi avaliada para ambas as
substancias. Apds 3 semanas, a fibrose encontrada foi leve ou ausente tanto para a
HCa, como para o BPCA (Tabela 4). N&o foi encontrada diferenga significativa no
parametro em questdo para 0s materiais estudados (p=1). Ap6s 12 semanas da
injecdo, a HCa se comportou de forma semelhante ao observado apds 3 semanas. Ja
0 BPCA apresentou aumento discreto da presenca de fibrose no leito cirlrgico
(Figura 6). Ainda assim, a diferenca entre as duas substancias ndo foi

estatisticamente significativa (p=0,7897).
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Tabela 4 - Presenca de fibrose e angiogénese 3 semanas apés aplicacdo de HCa e

BPCA.
Variavel Apds 3 semanas Test
Variavel analisada varlave HCa BPCA | Este
histoldgica Wilcoxon
n=13 n=12
. 0 9 8
Fibrose 1 4 4 1,0
0 10 2
Angiogénese 1 3 8 0,0083
2 0 2

HCa = hidroxiapatita de calcio; BPCA = biopolimero de cana-de-aglcar; n = quantidade de pregas
vocais; 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderada

~

MUSCULO

Figura 6 - Corte histoldgico transversal da prega vocal injetada por BPCA, apds 12 semanas do
procedimento. Observa-se a presenca de fibrose no leito cirtrgico sob a forma de fibras
colagenas (seta) (aumento: 400x).
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As pregas vocais, quando foram avaliadas ap6s 3 semanas da injecéo,
mostraram que o BPCA desencadeou uma formacdo maior de vasos sanguineos no
sitio da injecdo, quando comparadas com a HCa (p=0,0083). Apesar de uma
angiogénese maior observada nas pregas vocais que receberam o BPCA apés 12

semanas (Tabela 5), o valor ndo foi estatisticamente significativo (p=0,1236).

Tabela 5 - Presenca de fibrose e angiogénese 12 semanas apés aplicacdo de HCa e
BPCA.

Variavel Apbs 12 semanas Test
Variavel analisada variave HCa BPCA  €ste
histoldgica Wilcoxon
n=13 n=9

. 0 9 4

Fibrose 1 4 5 0,7897
0 9 1

Angiogénese 1 4 6 0,1236
2 0 2

HCa = hidroxiapatita de calcio; BPCA = biopolimero de cana-de-aglcar; n = quantidade de pregas
vocais; 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderada

5.2.3 Alteracdes na mucosa vocal

O efeito da reacdo inflamatéria desencadeada pela injecdo de HCa e do
BPCA sobre a mucosa vocal foi avaliada ap6s 3 semanas (Tabela 6) e apds 12
semanas (Tabela 7). No que concerne a integridade do epitélio da prega vocal
(Mucosa-Revestimento), ambas as substancias praticamente ndo a alteraram. Trés
semanas apds a injecdo, apenas uma das 13 pregas vocais que receberam HCa
apresentou algum grau de alteracdo na integridade da mucosa vocal. Tal fato ocorreu

por infiltrado inflamatério que envolveu o epitélio, sem presenca de erosédo ou
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ulceracdo. N&o houve qualquer alteragéo na integridade da mucosa das pregas vocais
que receberam BPCA que foram estudadas 3 semanas ap6s a aplicacdo (Figura 7).
Essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p=0,3478). Apds 12 semanas do
procedimento, nenhum dos dois materiais provocou qualquer alteragdo na

integridade da mucosa vocal.

Tabela 6 - AlteracGes na mucosa vocal 3 semanas apos a aplicacdo de HCa e BPCA.

Variavel Apdbs 3 semanas Test
Variavel analisada . arlgvg HCa BPCA | €ste
histoldgica Wilcoxon
n=13 n=12
Mucosa — Revestimento 0 12 12 0,3478
1 1 0
u 0 5 4
Mucosa — Inflamacéao 1 3 3 1,0
] 0 12 10
Mucosa — Fibrose 0,7728
1 1 2

HCa = hidroxiapatita de célcio; BPCA = biopolimero de cana-de-acUcar; n = quantidade de pregas
vocais; 0 = ausente; 1 = leve

Tabela 7 - Alteragdes na mucosa vocal 12 semanas apds a aplicacdo de HCa e
BPCA.

Variavel Apobs 12 semanas Test
Variavel analisada . ar":’“’? HCa BPCA | este
histoldgica Wilcoxon
n=13 n=9

. 0 13 9
Mucosa — Revestimento 1 0 0
x 0 10 6

Mucosa — Inflamagao 1 3 3 0,1489
) 0 11 8

Mucosa — Fibrose 0,7656
1 2 1

HCa = hidroxiapatita de calcio; BPCA = biopolimero de cana-de-aglcar; n = quantidade de pregas
vocais; 0 = ausente; 1 = leve
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Figura 7 - Corte histologico transversal da prega vocal injetada com BPCA, ap6s 3 semanas do
procedimento. Observa-se uma visdo panoramica da prega vocal, com mucosa integra,
sem infiltrado inflamatério ou fibrose subepitelial (aumento: 100x).

Quando avaliado o infiltrado inflamatorio no tecido conjuntivo subepitelial,
observou-se que ap6s 3 semanas da injecdo, o infiltrado foi considerado ausente ou
leve (Tabela 6) para ambos os materiais estudados, importando destacar que néo
houve diferenca significativa entre as amostras (p=1). Apos 12 semanas da aplicacdo,
a presenca do infiltrado inflamatorio na regido nao foi observada ou se apresentou de
modo discreto tanto para a HCa (Figura 8), quanto para 0 BPCA. Novamente a
diferenca encontrada entre os materiais ndo foi significativa sob o ponto de vista

estatistico (p=0,1489).
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Figura 8 - Corte histolégico transversal da prega vocal injetada com HCa, ap6s 12 semanas do
procedimento. Observa-se uma visdo panoramica da prega vocal, com mucosa integra,
sem infiltrado inflamatério importante ou fibrose subepitelial (aumento: 40x).

Com relacdo a presenca de fibrose na regido subepitelial da mucosa, a analise
efetuada apds 3 semanas da injecdo de HCa ou BPCA mostrou auséncia desse
achado (maioria das pregas vocais estudadas) ou fibrose discreta na regido (Tabela
6). Ndo houve diferenca significativa entre 0s dois materiais injetados nesse caso
(p=0,7728). Apbds 12 semanas da injecdo, os resultados observados mostravam
fibrose subepitelial discreta em poucos cortes histoldgicos para os dois materiais, e a
auséncia de fibrose foi o achado mais comum (Tabela 7). A diferenca estatistica
novamente nao foi significativa (p=0,7656). Na Figura 9 se observa o epitélio de uma

prega vocal na qual foi injetado o BPCA, apds 12 semanas do procedimento.
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MUCQOSA

~

Figura 9 - Corte histolégico transversal da prega vocal injetada com HCa, ap6s 12 semanas do
procedimento. Observa-se uma visdo detalhada da mucosa vocal, com estruturas
integras e normais, sem infiltrado inflamatério ou fibrose subepitelial (aumento: 400x).



6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

6.1 Delineamento do estudo e metodologia

A capacidade de regular a pressdo subglética e o grau de fechamento das
pregas vocais s&o indispensaveis para o funcionamento perfeito da laringe®®. A
insuficiéncia glotica é uma condigcdo clinica caracterizada pela incapacidade de
coaptacdo adequada das pregas. Essa disfuncdo, na fisiologia laringea, pode ser
provocada por uma serie de condicdes clinicas e afetar pacientes com perfis bastante
diferentes, o que faz com que seu tratamento deva ser individualizado ****®. Nem
sempre se pode tratar o fator etiologico da insuficiéncia gldotica e reverter
completamente o quadro. Nesses casos, a abordagem com o objetivo de corrigir o

distdrbio funcional do 6rgéo é a mais indicada’’*?.

Dentre as formas de tratamento funcional para o referido quadro clinico,
destacam-se as cirurgias do arcabouco laringeo, que foram descritas inicialmente ha
quase um século por Payr™. Apés ter sido abandonada durante um periodo, por
apresentar indice de complicacdes elevado, a técnica foi padronizada por Isshiki, de
modo que esse tipo de cirurgia se popularizou e ganhou adeptos ao redor do
mundo®™". Parte do sucesso dessa abordagem ocorre por conta de seus resultados
promissores e indices de complicacdo baixos ®®. No entanto, fatores como a técnica
ser laboriosa, a curva de aprendizado longa e 0 aumento do risco de complicacGes
com algumas condi¢des clinicas comuns aos pacientes com insuficiéncia glética,

incitaram a busca por alternativas para esse tratamento*®2%2V) Além disso, incises
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cervicais tém sido vistas como algo indesejavel do ponto de vista estético, de tal sorte
motiva-se a procura por acessos diferentes, também para outros tipos de cirurgias

cervicais™?,

Em algumas situacdes, as IL sdo uma segunda opg¢éo para o tratamento da
insuficiéncia glética, com resultados animadores""*Y. O maior interesse por esse tipo
de procedimento advém da possibilidade de tratamento ambulatorial, e indice de
complicacbes baixo, mesmo na vigéncia de situacdes que contraindicariam a

tireoplastia tipo 1, como as coagulopatias e quimioterapia em curso®.

Optou-se por estudar o tratamento de longa duracdo da insuficiéncia glética
com IL. Alguns materiais usados para esse fim cairam em desuso por conta das
-~ (23,24,40) x . .
complicacOes ou porque ndo eram muito adequados nas IL de carater
ambulatorial, como a gordura®. Foi escolhida como referéncia para essa modalidade
A o . « i (22,25-27,38)
terapéutica a injecdo de HCa, com amplo respaldo na literatura médica . No
entanto, uma vez que essa literatura também mostra as complicacbes e
inconvenientes com o uso da HCa, ndo se pode deixar de considerar que outros

materiais possam surgir para substituir, com vantagens, essa substancia®??.

Ao longo das ultimas décadas os polimeros sintéticos, com base em
carboidratos, vém sendo estudados para aplicacdo em biomedicina®. Dentre eles,
destaca-se 0 BPCA, que foi desenvolvido, no ano 2000, na Universidade Federal de
Pernambuco mediante sintese bacteriana a partir do melaco da cana-de-actcar®.
Desde o seu desenvolvimento, o BPCA tem sido estudado como material para
implante em diversas areas da medicina, com resultados promissores por apresentar

toxicidade baixa e capacidade adequada de integracéo ao tecido receptor® 3. Os
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estudos mostraram que o biopolimero desencadeava uma reagdo inflamatéria discreta
no local implantado e, além disso, era reabsorvido gradativamente pelo organismo.
Tal achado poderia sugerir o uso do BPCA como material em IL, para correcao

temporéria da insuficiéncia glotica.

Outros trabalhos, no entanto, apontam algo bem interessante. Tanto no uso
como substituto da dura-mater em ratos, como para preenchimento de globos
oculares eviscerados de coelhos, os autores avaliaram ndo s a reacdo inflamatoria ao
BPCA como também a possibilidade de substituicdo do biopolimero por material
organico. Em ambos os casos foi observado que a medida que o BPCA era
reabsorvido, havia deposicdo de colageno no local®*®). Tal achado sugere que o
efeito de massa conseguido com a injecdo de BPCA pode ser mantido, em algum
grau, mesmo apos a reabsor¢cao do mesmo. Em virtude disso, o BPCA foi comparado
com a HCa, e ndo, com um material de reabsor¢do mais curta, como o gelfoam ou o

acido hialuronico,

Antes de analisar a necessidade de desenvolver um novo material para o uso
nas IL, é pertinente questionar se os resultados funcionais conseguidos com as IL sdo
ao menos comparaveis aqueles obtidos com a tireoplastia tipo 1. Quando comparados
com a tireoplastia tipo 1, sem rotacdo de aritendide, tanto a gordura quanto a HCa

tiveram resultados funcionais semelhantes na correcdo da insuficiéncia glética®=®.,

O coelho foi escolhido como animal para a experimentacéo e, entre outros, 0
que motivou a escolha é o fato do animal possuir pregas vocais com estrutura
histolégica semelhante as pregas vocais humanas, nas quais se pode identificar

epitélio, lAmina prépria e masculo vocal. Soma-se a isso o fato desse animal ser docil
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e de facil manuseio. Além disso, a literatura mostra outros trabalhos que utilizaram

coelhos como modelo animal para estudo de enxertos para pregas vocais36442)

A comparacéo entre a HCa e o BPCA no presente estudo foi feita a partir do
estudo histolégico da reacdo inflamatéria desencadeada por cada material na prega
vocal de coelhos. A reacdo inflamatdria foi escolhida como parametro para avaliar 0
possivel resultado funcional do BPCA por influéncia direta na biocompatibilidade do
material e a capacidade vibratéria do epitélio vocal apds a injecdo. Com relacdo a
referida capacidade, o infiltrado inflamatério pode invadir a camada superficial da
lamina propria, ou a mucosa das pregas vocais. A camada superficial da lamina
propria € uma porc¢do indispensavel na formacdo da onda mucosa, em virtude das
suas propriedades elasticas. Quaisquer eventos que levem a uma alteracdo nas
caracteristicas dessa porcdo da prega vocal podem impactar na qualidade vocal. Em
casos mais importantes, a reacdo inflamatéria pode atingir também o epitélio vocal.
O simples espessamento desse epitélio ou, nos casos mais graves, a ulceracdo ou
formacdo de granulomas, pode ter um impacto negativo muito importante na
qualidade vocal apés uma IL. Em outros estudos*?®*¢4142 foj utilizada a reacéo
inflamatdria ao material aplicado cirurgicamente dentro da prega vocal, como fator
preditivo para os resultados funcionais do material em questdo. A presenca de uma
reacdo inflamatéria excessiva ao material escolhido para a IL era ligada a
complicacBes, insucessos nesse procedimento e ma qualidade vocal com varios

materiais, incluindo a HCa®?¥,

Para o presente estudo, foram escolhidos oito parametros relacionados com a
reacdo inflamatdria desencadeada pela injecdo de cada material. O objetivo era

avaliar e comparar a reacdo gerada pela HCa e pelo BPCA em dois momentos
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diferentes: 3 e 12 semanas ap0s a inje¢do. Dos oito parametros escolhidos, trés
permitiram avaliar a intensidade e a predominancia celular da inflamag&o no local do
material injetado, a saber: por células linfomononucleares, polimorfonucleares, ou
células gigantes. Foram avaliados também a presenca € o grau de fibrose, e
angiogénese na pec¢a. Por causa da importancia da integridade histolégica e funcional
da camada superficial da ld&mina propria e da mucosa vocal, foram escolhidos trés
parametros para avaliar o possivel efeito da reacdo inflamatoria nessas estruturas,
quais sejam: a integridade do epitélio, o infiltrado inflamatorio no tecido conjuntivo
subepitelial (corion) e a presenca de fibras colagenas na porcdo subepitelial da

mucosa.

O presente estudo foi feito com amostras pareadas, a fim de reduzir o efeito
da variacdo da reacdo inflamatdria entre os animais da experimentacdo. N&o houve
qualquer diferenca no grau de dificuldade técnica entre fazer a aplicacdo em uma
prega vocal ou na prega vocal contralateral. Além disso, ndo houve diferenca no grau
de dificuldade do procedimento com a HCa e com o0 BPCA, o que exclui a chance de

um material ter sido injetado de maneira mais precisa.

Uma vez que tanto a HCa € utilizada na prética clinica por meio de injecéo,
quanto o BPCA é estudado para a mesma finalidade, optou-se por uma técnica de
aplicacdo desses materiais 0 mais préximo possivel do que é aplicado na prética para
as IL. A técnica de aplicacdo via transoral de materiais na prega vocal de coelhos

usando espéculo nasal, ja foi utilizada em outras investigagdes®®*?).

Escolheu-se avaliar a resposta inflamatoria apds 3 semanas da injecdo, para

contemplar a reacéo inflamatéria precoce, com inicio da remodelacéo do tecido“®. Ja



Discussao 48

a escolha de 12 semanas foi proposta porque a remodela¢do da matriz extracelular,
com deposicdo de fibras colagenas e a redugdo na quantidade de &gua no local, ja

podem ser observadas no estudo histolégico™.

6.2 Presenca do material injetado nas pregas vocais dos coelhos

Quando avaliada a presenca de HCa dentro da prega vocal dos coelhos, apos
3 e 12 semanas, observou-se que ndo houve reducédo na quantidade de pregas vocais
com o material. Este fato é compativel com os dados da literatura, que apontam que a

HCa tem um tempo de permanéncia superior a um ano dentro da prega vocal (.

Apos a aplicacdo do BPCA, foi observada uma reducdo na quantidade de
pregas vocais que apresentavam o polimero ap6s 12 semanas de injecdo, quando
comparadas as pregas vocais 3 semanas ap0s 0 mesmo procedimento. Esse achado
pode ser explicado pela absor¢do gradual do BPCA ao longo do tempo, como
mostram outros trabalhos®*3>. Mais um ponto que reforca essa hipdtese é o fato de
que algumas das pregas vocais que ndo apresentavam o polimero apos 12 semanas,
mostravam reacdo histoldgica compativel com a presenca desse material dentro da
prega vocal, por exemplo teor aumentado de polimorfonucleares e de fibras
colagenas. Tais pregas vocais, no entanto, ndo foram utilizadas na analise estatistica.
Nédo foram encontrados granulomas ou outros achados sugestivos de extrusdao do
material, tampouco foram observados sinais de deslocamento do material para locais

adjacentes durante a preparacao das pegas.
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Cumpre salientar que no presente estudo ndo se avaliou o tempo médio de
absorcdo do material injetado. H& ainda a possibilidade de que a confec¢do de BPCA
em gel, com concentracdes diferentes da que foi utilizada (hidrogel a 1%), pode

variar com o tempo meédio de permanéncia dentro da prega vocal.

6.3 Estudo histolégico dos materiais

6.3.1 Predominancia celular

Ao ser avaliada a reacdo inflamatoria desencadeada por cada substancia, foi
possivel observar semelhancas entre elas, assim como suas particularidades. Como
citado por Rosen et al.®?), uma das caracteristicas de um bom material para IL é ele
ser biologicamente inerte. Tal assertiva indica que, quanto melhor o material para o
procedimento, menor a reacdo inflamatoria desencadeia. Partindo desse pressuposto,
foi comparada a reacdo inflamatoria suscitada por cada material, em seu sitio

cirurgico, quanto a intensidade e a predominancia celular.

Quando observada a predominancia e a intensidade do infiltrado inflamatorio
por células do grupo linfomononuclear, constatou-se que ambos 0s materiais
provocaram uma reacdo inflamatéria, no maximo, moderada no sitio cirdrgico. Tanto
apos 3 semanas (p=0,7768), quanto apds 12 semanas (p=0,2402), ndo se observou

diferenca entre os materiais. Segundo esse parametro, os dois materiais se equivalem.

A andlise histologica da reacdo inflamatoria por células gigantes mostrou que

a HCa desencadeava uma reacdo inflamatdria mediada por esse tipo de células, muito
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mais importante do que o BPCA, o0 que se mostrou verdadeiro tanto para 3 semanas
(p=0,0211), quanto para 12 semanas (p=0,008). O infiltrado por células gigantes é
usualmente visto nas reagbes do tipo corpo-estranho e na formagdo de
granulomas“?. O achado de uma reacéo inflamatéria importante baseada em células
gigantes pode explicar, a0 menos em parte, as complica¢des inflamatorias descritas
por DeFatta et al.® ap6s IL com a HCa em seres humanos, dentre as quais destacam-

se a reacao tipo corpo-estranho e a formacgéo de granulomas.

A reacdo inflamatoria mediada por células do grupo polimorfonuclear
apresentou comportamentos distintos apds 3 e 12 semanas da injecdo. Quando
estudada a resposta precoce a aplicacdo de cada material, foi observada uma reacao
mais importante para 0 BPCA do que para a HCa, sendo essa diferenca
estatisticamente significativa (p=0,0305). No entanto, quando avaliada a reacdo apos
12 semanas, o0s resultados mostraram que o BPCA gerou uma reagdo discreta com
células do grupo polimorfonuclear e, mesmo sendo superior aquela gerada pela HCa,
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os materiais. Os achados
sugerem que a resposta fundamentada nesse tipo de célula diminui com o tempo,

diferente do que foi observado com a resposta de células gigantes a HCa.

Vale ressaltar que os achados relativos a resposta inflamatéria ao BPCA na

presente pesquisa corroboram os de outros estudos, nos quais também foi usado o

biopolimero na mesma apresentacdo de hidrogel a 1969,
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6.3.2 Presenca de fibrose e neoformacéo vascular

A andlise de dados sobre presenca de fibras coldgenas no local do implante
ndo mostrou diferenga expressiva entre as substancias. A fibrose ndo foi observada
ou era discreta tanto para a HCa quanto para 0 BPCA. Ap6s 3 semanas da injecao, a
presenca de fibras colagenas foi praticamente idéntica para ambas as substancias
(p=1,000). Apbs 12 semanas, esse achado foi maior para o BPCA, ainda que a
diferenca entre as duas substancias ndo tenha sido significativa (p=0,7897). Quando
se avalia materiais para restaurar o espaco de Reinke, a formacéo de tecido fibroso e
fibras colagenas no local pode ter efeito deletério para os resultados funcionais da
injecdo, porque existe a possibilidade dessa resposta tissular alterar a vibracdo da
mucosa vocal. Porém, se a proposta do procedimento for a restauracdo da
competéncia glotica e a manutencdo do seu efeito por longo tempo, a formacéo de
fibras colagenas no sitio da injecdo de material pode ser algo desejavel, desde que a
injecdo ndo seja realizada diretamente na lamina propria, como realizado no presente

trabalho.

A presenca de fibras coldgenas no local do implante reforca a ideia de
manutencdo de algum grau de medializacdo, mesmo apds a absor¢do completa do
material. Em tese de doutoramento, Lima®” mostrou que, ao ser usado como
substituto de dura-mater, a medida que era reabsorvido, 0 BPCA era substituido por
fibras colagenas. Isso possibilitou que a meninge pudesse manter sua integridade,

mesmo apos a absorcdo do polimero.

Em um experimento no qual foi usado o BPCA para preencher o globo ocular

eviscerado em coelhos, Cordeiro et al.®® mostraram que apés 3 meses do
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procedimento, o grau de reducdo volumétrica dos bulbos que receberam o BPCA foi
de 8%. Vale ressaltar, que o processo de absorcdo do BPCA e a substituicdo do
mesmo por coldgeno ainda ndo tinham alcangado o centro do implante. Isso sugere
que seja necessaria, no momento da injecdo, uma corre¢do volumétrica um pouco
acima do que se deseja no resultado final. A referida préatica, no entanto, ja € comum
para a maioria dos materiais utilizados nas IL, mesmo para aqueles indicados para

tratar a insuficiéncia glética por periodo prolongado como a HCa e a gordura®.

N&o se deve esperar que a possibilidade de correcdo da insuficiéncia glotica
seja garantida exclusivamente pelo efeito de massa do material injetado na prega
vocal. Em um trabalho no qual foi avaliado o efeito da injecdo de materiais
temporarios de correcdo de insuficiéncia glética, Yung et al.“*® observaram que os
pacientes submetidos a IL com materiais absorviveis, eram menos propensos a
necessitarem procedimentos definitivos, mesmo quando ndo havia recuperacdo da
mobilidade da prega vocal injetada, quando comparados aos pacientes que eram
apenas submetidos a fonoterapia. Os autores teorizaram que o deslocamento do
processo vocal pela IL poderia conferir algum grau de medializacdo da prega vocal
paralisada, 0 que se manteria ap6s meses. Friedman et al.“® também observaram o
efeito positivo da injecdo até o sexto més, de materiais temporarios, o que reduziria a
necessidade de um procedimento definitivo com uma incisao cervical no paciente. O
que foi exposto mostra que o efeito de massa ndo € o Unico a conferir a IL com

BPCA a possibilidade de correcdo, em longo prazo, da insuficiéncia gldtica.

No que concerne a avaliacdo da angiogénese, 0s resultados também
divergiram entre os materiais. Na avaliacdo realizada apds 3 semanas da injecdo,

observou-se uma formacdo neovascular no sitio de implantagdo do BPCA, mais
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importante do que o que foi observado com a aplicacdo da HCa (p=0,0083). Este
achado foi novamente mais importante para 0 BPCA ap6s 12 semanas da inje¢do; no
entanto, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p=0,1236). A presenca
de neoformacédo vascular foi encontrada na maioria das pregas vocais nas quais foi
injetado o BPCA, em ambos os periodos estudados (Tabelas 4 e 5). Para o polimero,
esse achado foi classificado como leve ou moderado, e 0 grau leve foi o mais
encontrado em ambos os periodos. A presenca de neoformacgdo vascular é
importante para a biointegracdo de materiais injetaveis e indispensavel para a
migracdo de células que serdo responsaveis pela organizacdo da matriz extracelular e

a deposicéo de fibras colagenas no local, como citam Tonnesen et al.“".

6.3.3 Alteracdes na mucosa

O epitélio vocal e a camada mais superficial da lamina propria desempenham
uma funcdo muito importante na propagacdo da onda mucosa na prega vocal®.
Sempre que se estuda a aplicacdo cirdrgica de quaisquer substancias no interior das
pregas vocais, é pertinente avaliar se isso tera algum impacto nestas camadas. A
presenca de infiltrado inflamatorio intenso que envolvia a por¢do vibrante da prega
vocal foi responsavel por resultados funcionais pobres obtidos por algumas
substancias usadas em IL, geralmente por causa da rigidez da mucosa e, em casos
mais graves, alteracdo da integridade da mucosa vocal com formacdo de Ulceras e

granuloma®24.

Os parametros escolhidos para avaliar a integridade anatbmica e funcional do

epitélio vocal foram: a integridade do epitélio, o infiltrado inflamatério no tecido
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conjuntivo subepitelial e a presenca de fibras coldgenas na porgdo subepitelial da
mucosa. As alteracdes causadas pela injecdo de um ou outro material estudado sobre
0s trés parametros que permitiram avaliar a integridade da mucosa vocal eram
ausentes ou leves, tanto ap6s 3 semanas, quanto apds 12 semanas. A Unica exce¢do
foi um caso de infiltrado inflamatério moderado 12 semanas ap0Os a injecdo do
BPCA. Uma vez que ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos achados
referentes as alteracBes de mucosa, tanto apds 3 semanas quanto apds 12 semanas,
pode-se concluir que, com relacdo aos parametros citados, nas pregas vocais de

coelhos as substancias se equivalem.

6.4 Evolucéo dos parametros histolégicos

Foi avaliada, em carater complementar, a evolucéo das alteracdes histologicas
geradas pela injecdo de cada substancia entre 3 e 12 semanas. Com relacdo a HCa,
todos os parametros estudados permaneceram praticamente estaveis, a excecdo da
intensidade do infiltrado inflamatério subepitelial, que pareceu se reduzir entre a
terceira e a décima segunda semana, cujo resultado, no entanto, ndo foi

estatisticamente significativo.

Com relacdo ao BPCA, observou-se que a resposta inflamatéria mediada por
células do grupo linfomononuclear e do grupo polimorfonuclear foi menos intensa,
quando comparados os resultados apds 3 e 12 semanas. Resultado semelhante foi
encontrado para o infiltrado inflamatério subepitelial, que também diminuiu entre as

duas observagdes. Ja a presenca de fibrose no local da injecdo aumentou entre a
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terceira e a décima segunda semana. Esses resultados indicaram que a reacdo
inflamatéria ao BPCA tende a diminuir com o passar do tempo, bem como que a
concentracdo de fibras colagenas no leito cirlrgico aumenta a medida que o BPCA é

absorvido. As diferengas, novamente, ndo foram estatisticamente significativas.

Os resultados sugestivos, porém nao conclusivos, podem ter sido causados
por dois fatores principais: ou uma quantidade reduzida de amostras ou um tempo
curto de seguimento apds a injecdo dos materiais. Cumpre ressaltar, no entanto, que
0 aumento da quantidade de coelhos utilizados no estudo, assim como alteracdo do
tempo de seguimento para seis meses poderia tornar o estudo muito longo, uma vez
que a quantidade de coelhos que poderiam ser mantidos simultaneamente no biotério
da UFPE é limitado. Outro aspecto a ser considerado € que este € um estudo

exploratério, conforme citado anteriormente.

6.5 Perspectivas

Esse estudo é pioneiro ao comparar a HCa e o BPCA para o tratamento de

insuficiéncia glotica usando um modelo experimental.

O BPCA apresenta, como visto, uma reacdo inflamatoria discreta, com a
possibilidade de um efeito de massa de longa duracdo pela substituicdo do polimero
por tecido autdlogo (fibras colagenas). Cumpre ressaltar, que o estudo foi feito com
uma unica concentra¢do da substancia (hidrogel a 1%). Nao se deve descartar a
possibilidade de que concentracbes de BPCA distintas da que foi utilizada possam

apresentar resultados diferentes. E possivel que preparacbes diferentes do BPCA
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levem a resultados, por exemplo, mais duradouros, como j& descrito com o acido

hialurénico“®.

Novos estudos que avaliem de forma objetiva 0 ganho de massa da prega
vocal e sua duracgdo, assim como a resposta a preparacOes diferentes do BPCA,
permitiriam avaliar melhor a possibilidade de uso do polimero para o tratamento da
insuficiéncia glética. Tais dados sdo importantes para consolidar a possibilidade de
estudos sobre 0 uso do BPCA para o tratamento da insuficiéncia glética em seres

humanos.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo permite concluir que:

- a injecdo de BPCA na prega vocal de coelhos apresentou reacdo inflamatéria
discreta, sendo mais intensa que a HCa quanto ao infiltrado por

polimorfonucleares apenas ap6s 3 semanas da injecéo;

- a neoformacéo vascular foi mais importante no BPCA, apenas apds 3 semanas da

injecdo, quando comparada com a HCa; e,

- a reacdo mediada por células gigantes foi mais importante na HCa, tanto apds 3
semanas quanto apos 12 semanas da injecdo. Em todas as pregas vocais nas quais
a HCa foi injetada, a reacdo foi intensa, independente se a prega vocal foi

estudada apos 3 ou 12 semanas do procedimento.
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolagicas

hr. Brof, Helson Chavaes, s/fn
S0BV0-4%0 f RAecife - PE - Brasil
fones: (55 01) 2126 8840 | 2136 2351
£ax: [55 Biy 2126 4350
wwwoch, ofpe . br

Recife, 08 de abril de 2010.
Cficio n® 252/10

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFFE
Para: Prof. Silvic da Silva Caldas Neto.
Departamento de Cirurgia- CCS
Universidade Federal de Pernambuco
Processo n® 23076.027413/2009-08

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado: “EFEITO DA INJECAQ DO BIOPOLIMERO DA CANA-DE-ACUCAR NA
PREGA VOCAL DE COELHOS. Estudo Comparativo coma hidroxiapatita™

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Fxperimaentagdo Animal e com as nommas infernacionals estabelacidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s8o adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialments a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que frata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.
; - - Atenciosamente,
|Ob5ewag:ao: ) )
| Origem dos animals: Associagdo pernambucana de
|criadores de  coelhos.  Animal Coelhos
| {(Oryctolagus cuniculus), Raga: California; Sexo:
| Machos; Idade: 2 a 3 meses; Nomera de animais
! previsto no protocolo: 30 ( trinta animais) animais.
| :L" 1 .
tt M Hiad 280
‘Prota. Maria Teresd Jansem
Prasidente do GEEA

urrE

CCB: Integrar para desenvolver
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de LEtica em Pesquisa  da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de 16,06.10, APROVOU o Protocolo de
Pesquisa n® 122/10 intitulado: "Efeito da inje¢iio do biopolimero da cana-
de-agucar na prega vocal de coelhos” ¢ scus anexos, apresentado pelo

Departamento de Oftlamologia e Otorrinolaringologia.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSI, os

relatorios parciais e final sobre a pesquisa .

Pesquisador (a) Responsavel: Prof. Dr. Domingos Hiroshi Tsuji

Pesquisador (a) Executante: Silvio José de Vasconcelos

CEP-FMUSP, 16 de junho de 2010.

Prof, Dr, Eduardo Massad
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa
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